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Rira&AKU KENKYUSHO 
Hirosawa, Wako-shi (Saitama-ken, Japan) 

Alkalische Cellulase und Verfahren zu ihrer Erzeugung. 

Die Erfindting betriffi; eine neue alkalische 
Cellulase und ein vorteilhaf tea Verfahren zu ihrer Er- 
zeugung durch ZUchtung eines neuartigen, alkalische 
Cellulase erzeugenden Mikroorganismus in einem alkali- 
schen ITahrmedium, das ein Carbonat enthalt. 

Das Vorhandensein von Cellulasen ist bisher 
in bestimmten Arten von Pilzen, Bskterien, Mollusken 
und hoheren Tieren naohgewiesen v.orden. Von Tieren und 
Pilzen stammende Cellulasen haben eine optimale Akti- 
vitat bei pH-Werten von 5,0-6,0. Von Bakterien der 
Gattung Fseudomonas oder dergleichen ataaimende Cellu- 
lasen haben eine optimale Aktivitat bei einem pH-Wert 
von etwa 7,0. Hinsich.tlich der Hitzebestandigkeit der- 
artiger Cellulasen ist bekannt , daB ihre Aktivitat bei 
einer a?emperatur von 60-70° naph zehn Minuten verloren^ 
geht. Es ist ferner bekannt, daB ihre Aktivitat durch 
Schwermetalle allgemein gehemmt wird. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht nun in der 
Schaffung einer neuen alkalischen Cellulase, die eine 
optimale Aktivitat in einem pH-Bereich von 5,0-10,0 
besitzt, die auch noch eine Aktivitat besitzt, nachdem 
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sie 10 Minuten lang auf 70^ C erhitzt worden iigt, und 
deren Aktivitat durch Schwermetalle nicht behindert 
wird. ^ 

Diese Auf gab e w±rd durch das erf indungBgexoafie 
Verfahren geloat, in dem eine neue alkalieche Cellulase 
erzeugende Bakterien der Gattung Bacillus in elnem ge- 
eigne ten Medium geziichtet und die erz^ugte heue alkali- 
ache Cellulase aus der Nahrbouillon gewonncm wird* 

Die neue alkalische Cellulase gemaB der Er- 
f indung hat bei einer Temperatur von 40^ C eine optimale 
Aktivitat in einem pH-Bereich von etwa 5^10 und kann da- 
durch erzeugt werden, dafl -ein alkallschea Hahrmedium, 
das ein Garbonat enthtllt, mit Hilfe eines Mikroorganle- 
mu3 vom Stamm Bacillus oder Stamn Bacillus ver- 
goren wird* 

Der Erf indungsgegenatand wlrd nachstehend an- 
hand der beigefugten Zeichnungen erlautert. In diesen 

zeigen 

Pig. 1 und 2 elektronenmlkroskoplsche Photo- 
graphien von im Rahmen der Verwendung zn verwendenden 
Mikroorganismen vom Stamm Bacillus U-j tozw. rom Staittm 
Bacillus N^. 

Pig- 3 stellt in einem Kurvenbild die Akti- 
vitat en der gemaB der Erf indung erzeugten, alkallschen 
Cellulasen dar. 

Pig. 4 in einem Kurvenbild die Aktivit&ten 
von bekannten Cellulasen, 



3098U/1119 



- 3 - 



a'2A7832 



Pigo 5 in einem Kuxvenbild die' -^ktivitaten 
der erf IndungGgemaBen alkalischen Cellulasen nach einer 
10 Minuten langen Behandlung tei 70 

■pigo 6 in einem ICurvenjDilfi die Bestandigfceit 
der Aktivitat der alkalischen CeTlulase gemaS der Er- 
f indung bei verschiedenen pH-Werten, 

rigo 7 in einem Kurvenbild die Temperaturab- 
hangigkeit der -A-ktivitat der alkalischen Cellulase gemafi 
der Erf indung und 

. Pigp. _8_in* einem Kurvenbild die Temperaturbe- 

standigkeit der alkalischen Oellulasen gemaB der Er- 

f indung « - , 

Die im Rahmen der Erf indung verwendeten Mikro- 

organismen sind neue Artenj^ die zu der Qattung Bacillus 

gelioren^ in dem nachstehend beschriebenen Hahrmedium gut 

wachsen und eine alkalische Cellulase erzeugen- Diese 

Arten wurden erstmals in den Boden von Hirosawa , Wako-shi 

(Prafektur Saitama, Japan) entdeckt und aus ihnen iso- 

liert und von der Anm©lderin als Stamme Bacillus N-j und 

Bacillus bezeichneto 
4 



Die genannten Mikroorganismen der Stamme 
und Bacillus \ 
beschriebenen Weise isoliert< 



Bacillus und Bacillus wurden in der nachstehend 
1 4 . 



Der Boden wurde in steriliertem Wasser sus- 
pendiert und in einer Schale in dem nachstehend angege- 
benen ITahrmedium gezUchtets 
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( Zusammensetzung des Nahr.rLediums) 



Lbsliche Starke 


2C g 


K^HPO. 
<^ 4 


1 g 


Hef eextrakt 


5 g 


Pepton 


10 e 


MgSO .7H.C 
4 ^ 


0,2g 


Agar-Agar 


20 g 


V/aeser 


90C ail 


L"a2C0^ 


10 g 


Wasser" 


100 ml 



a) und b) wurden 15 Minuten lang bei 115^ C 
sterilisiert und dann vermischto 

Die Schale wurde 24-40 Stunden lang bei 37*^ C 

bebrilt et . 

Danach v/urde von den auf der Schale vorhande- 
nen Kolonien eine Kolonie eines Llikroorganismus ieoliert, 
welcher die genannte alkalische Cellulase erzeugte- 

Dieser Mikroorganismus wurde als ♦'Bacillus " 
bezeichnetp Der ganannte Bacillus wurde nach demsel- 
beii Verfahren ieoliert o 

Die als Bacillus und Bacillus bezeich- 
neten Stamme wurden bei der American Type Culture Collec- 
tion (ATCC) unter den ATCC-Zugangsnummern 21832 und 21853 
deponierto Diese Depots bei der ATCC unterliegen keiner 
Beschrankung , so dafi die Kulturen fiir die Of f entlichkeit 
ohne weiteres zuganglich sind« Beide genannten Stamme 
wurden am 13c September 1970 fiir die Abgabe an die OlTent- 
lichkeit freigegeben. Die Erfinder haben entdeckt, da3 
die Ivlikioorganismc n Bacillus und- Bacillus 
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unter den nachstehend angegebenen Zuchtungsbedingungen 
eine neue alkalische Cellulase erzeugen und anreichern, 
und haben ein Verfahren fur die Erzeugung der alkali- 
schen Cellulase gemaB der Erfindung geschaffen« 

Die -^igenschaf ten des Bacillus und des 
Bacillus sind nachstehend angegeben- Die mikrobio- 
loi^ischen Ligenschaf ten wurden nach den .Verfahren f est- 
gestellt, die in "Aerobic Spore-forming Bacteria" von 
IJathan R. Smith, R.E. (xordon und F.Eo Clerk (United 
States Department of Agriculture, November 1952) und in 
"Berge,y *s i/Ianual of Determinative Bacteriology" (1957) 
beschrieben sindc 

LSoweit nichts anderes ausdrucklich. angegeben 
is t , wurden Medien mit den nachstehend angegebenen Zu- 
sa:n:nensetzungen verv/endet, vvobei jedes Liedium durch 
den Zusatz von 1 ,0;^ wasserfreiem liatriumcarbonat auf 
einen pE-Wert von etvva 10 eingestellt wurde* (Jeder 
V*ert in der Tabelle gibt das Gewicht in g in 1 1 Wasser 
an) . 
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Art 
des 
Nahr- 
me- 
diums 



Na- 
trium- 
carbo- 
nat 



Bestandteile 



Pep- 
ton 



Pleisch- 
extrakt 



Hefe- Trau- 
ex- ben- 
trakt zuk- 
ker 



Star- Sonstige 
ke 



A 


10 


5 




B 


10 od. 

Ti.Z, 


5 


3 


C 


fi 


5 


3 


D 


II 


5 


3 


E 


n 


5 


3 


P 


II 






G 


It 


5 


3 


H 


II 


5 




I 


ft 






J 


10 


5 




K 


10 


7 




L 


10 


5 


3 


U 


10 


5 




u 


10 od. 






n.z. 






0 


10 


10 


3 


p 


10 






Q 


10 







20 



10 
10 



10 



10 



20 



20 



1) 



Agar- 
Agar t 1 5 

HaClj70 



Agar- 
Agars15 



ex 



1) 

XNO^tl 
1) 

V 

«2^0^r3 
♦) 

5) 
1) 
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Selektives Medium 
Bouillon 

Bouillon mit Agar-Agar - 

Nadl -Bouillon 

Traubenzucker-Bouillon 

Iraulaenzucker-Bouillon' mit Agar-Agar 

Gelatine -Medium 

Peptonwasser 

Kartoff elmedium 

Medium ^ur Bestimmung der Wachstumstedingungen 

Medium fUr den Vogee-Proskauer-Test 

Medium fur den ITitratreduktions-Test 

Medium fur den Starkehydrolyse-Test 

Medium fUr den Cltronensaureverv/ertungs-Test 

Medium fiir den anaerolDen ?7aclistums-Test 

Medium fiir den -^uckerverwertungs-Test 

Medium fur den Kaseinzersetzungs-Test 

Medium fur den Katalasereaktions-Test 

KgHPO^sl 
Agar- Agar g 1 5 
MgS0^.7H208 0,2 

Handel siiblicher Kartoff elextrakt (Dif co) t 50 
Agar-Agar g 15 

NaCl g 1 

MgSO^oVHgO^ 0,2 
(KH^)2HP0^g 1 . 
KHgPO^g 0,5 
ITatriumcitrat g 2 
Agar-Agar s 1 5 

(ira^^gHPO^g 1 
KClg 0,2 
MgSO^g 0,2 
Hefeextraktg 0,2 
Zuckorarteng 5 
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Das Wachstum des Stammes wurde auf einem 
Medium beobachtet, das 0,5 ^ Pepton, 0,5 ?5 Hef eextrakt j 
1,0 ?i Traubenzucker , 0,01 fo KgHPO^, 0,002 ^ MgSO^, 
1,0 NagCO^ und 1,5 ^ Agar-Agar (pH-Wert = 10^0) ent- 
hielto Von dieaen Bestandteilen war das-NagCO^ zuge- 
setzt worden, nachdem es geti^ennt sterilisiert worden 
wapp 

I) Schalenkultiirs 

Die Kolonie ist kreisformig und hat eine 
ebene Oberflache. Der Rand der Kolonie ist wellig qder 
ohrmuscherformigo Die Kolonie hat eine gelblichbraune , 
glan25ende Oberflache* 

II) Schragrohrkultur (slant culture)? 

Sich ausbreitende Kultur mit glanzender 
Oberflacheo 

ill) Einstichkultur (stab culture) 

Ein Wachstum wird nur an der Oberflache, 
nicht in der liefe beobachtet, 
c) Biologische Eigenschaf tens 

I) Optimale 7/achstumsbedingungeng 

pH-Wert 9,0-1 OpO 

Temperatur 30-42^ C 
aerob 

II) Waohstumsbedingungens 

pH-Wert 8,0-11 ,0 

Temperatur kein v/achstum bei 45^ C 



(alkalisches Medium) 



aerob 



III) Gram-Parbungs-Test s Poaitiv (in dem vorgenannten 
selektiven Medium) 
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5) 



n.z. 



Kaeeini 5 
KgHPO^i 1 
Agar-Agart 15 
MgS0^.7H20t 0,2 

nlcht zugeeetzt 



Die St&mme N 



1 



und il^ warden wahrend Ihrea 



Wachstums auf dem vorerwatmten selektlven Medium mor- 
phoioglsch beobachtet. 

1. Mikrobiologlsche Eigenschaf ten dee Stammee 

a) Morphologies 

Der Mikroorganlanius hat eine Gr5Be von 
0,5-0,8 yim mal 1,5-2,0 pm. Die Spore ist oval und hat^ 
eine ffrBBe von. 0,8-1, 2 pm mal 1,8-2,2 pm. Das Sporan- 
gium ist gequollen. Wle aus der elektronenmlkroekopi- 
achen Photographic in -'^ig. 1 erkemibar 1st, hat der 
liikroorganiemen peritrichose Seiaseln, die eine Motl- 
litat besltzcn. 



b) WachstumBeigenschaf ten auf verschiedenen Mtdlen: 
Medium Wachstums zust and 



belm pH-7/ert 7 



beim pH-Wert 10 



I) Bouillon 

II) Bouillon mit 
Agar-Agar 

III) Traubenzucker- 
Bouillon 

IT) Traubenzucker- 
Bouillon mit 
Agar-Agar 

V) Selatine-Medium 

VI) Peptonwasaer 

VII) Kartoff elmedium 

3098 1 



keln Wachstum 
keln Wachstum 
kein Wachstum 

keln Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Y/achstum 

A/ 1 1 19 



gutes Wachstum 
gut 68 Wachstum 
sehr gut .Wachstum 

s hr gut -Wachstum 
gutes Wachstum 
V/achstum 
gutes Wachstum 
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b) Wachstumseigenscttafteii auf verschiedenen Mediens 



Medium 



Wa chs turns zustand 



helm pH-Wert 7 beim pH-Wert 10 



I) Bouillon 

II) Bouillon mit 
Agar-Agar 

III) Traubensucker- 
bouillon 

IV) Traubenzucker- 
Bouillon mi-t 
Agar-Agar 

V) G el a t ine -Me d ium 

VI) Peptonwasser 

VII) Kartoff elmedium 



kein Wachstum 
kein VfacJistuin 
kein Wachstum 

kein Wacbstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 



kedn Wachstum 
kein Wachstum 
sehr gutes Wachstum 

sehr gutes Wachstum 
kein Wachstum 
kein Y/achstum 
gutes Wachstum 



Das Wachstum des Stammes wurde auf einem Medium 
beobachtetj das 0^3 ^ Pepton, 0^5 ^ Hef eextrakt , 1 9O ?S 
Traubenzucker^ OpOl jS KgHPO^, Oj^OOZ fo MgSO^y 1^0 fo ITagCO^ 
und I95 ^ Agar-Agar (pH-Wert = 10 96) enthielt.o Von dies en 
Beatandteilen war das ^a^CO^ sugesetzt Aworden, nachdem 
es getrennt sterilisiert worden war* 



Die Kolonie hat eine unregelmafiige Form und 
eine ebene Oberflacheo Der Rand der Kolonie ist wellig 
Oder ohrmuBchelf ormigo Die Kolonie hat eine graulich- 
weiBCj glanzende Oberflacheo 



II) Schragrohrkultur (slant culture)? 

Sich ausbreitende Kultur mit glanzender Ober- 
flacheo 

III) Einstichkultur (stab culture) 

' * Ein Y/achstum wird nur an der Oberflache, nicht 

in der Tiefe beobachteto 
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IV) Voges-Proskauer-Heaktion: Positiv 

V) Nitratredukijion; Poaitlv 

VI) Katalasereaktion: Positiv 

VII) Gelatineverflussigungj' Sehr schwach 

VIII) Starkehydrolyse: Poeitiv 

IX) Citronensaures Agar-Agar-Medium (alkalisch) : Sehr 
schlechtea Waohstum 

X) Unter anaerolDen Bedingungen: Kein Wachatum 

XI) Bouillon mit 7 1^ Kochsalzi Gutes Waohstuia. unter 
alkalischen Bedingungen (Blldung von ITlederisphlagen) 
aber kein Wachstum Im neutralen Medium 

XII) Bildung von Sporen auf Bouillon mlt Agar-Agar f 
Ea bilden aich kaum Sporen lind vachaen hdcbatens 
aehr langeam. 

XIII) Zersetzung von Kaseini Sehr schwach 
d) Verwertung von Kohl enat of f quell en i 

Der Stamm wachat nlcht im neutrfULen Mediujn. 
Im alkalischen Medium wachat er, aber die Sraetlgiutg yon 
Saure kann nicht beatimmt werden, weil das |[«dlum 1 
Carbonat enthalt . Im alkaliachen Medlun kanii'dsj^ Stasun 
Galaktose, Rafflnoae, Sorbit oder Glycerin nlcht ver- 
werten. 

2) MikrobiologiBche Eigenschaf ten dea Staaaee 

a) Morphologiei 

Der Mikroorganiamua hat eine OrtJfis von . 
0,1-0,2 mal 4,0-6,0 ]xm. Die Spore lat krelsfdrmlg 
und hat eine GrcSBe von 1,5-2,0 mal 1 ,3^2|0 J)%m 
Spprozyate ist gequollen. Wie aua der 41 ktrbhenmlkro* 
skopiachen Photographie in i'ig. 2 hervorge'tat» % der 
wAcha nde MlkroorganiamuB perltrichttae Gelfifin mlt 
Mot 11 it at. 
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DieSe mikroTsiolo^ischen EigenscLaf ten der 

Stamme und sind in der nachst ehenden 'iabelle zu- 
1 4 

san;:iengef a3t , aus der deutlich hervorgeht, daB diese 
StLImme verschiedene mikrobiologische Eigenschaf ten 
haberi \xi)d zu verschieder^en Art en gehbrerio 



Eigen- Stamm 
achaf t 



Stamm 



I 

II 
III 



IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 



0,5-0,8 \im mal 1,5-2,0 jam 
0,8-1,2 pm mal 1,8-2,2 pi 
kreisf ormigs ebenfla- 
chig, gelbliohbraun, 
glanzend 

ausgedehnte , stoff- 

aj^tige Form, glanzend 

V/achstum 

hy d ro 1 y s 1 ex end 

sehr schwa ch 

aehr schwach 

Bildung von 
Nied er s chliigen 

keine Verwertung von 

Galaktose , Raf f inose, 

Sorblt Oder Glycerin 



0,1-0,2 |im mal 4,0-6,0 \xm 
1,5-2, 0*|xm mal 1,5-2,0 }xm 
lichtundurchlassig , eben- 
flachig, graiilichweiB , 
glanzenu 

ausgedehnte, atoffartige 

Eorm, glanzend 

kein iVachstum 

hydrolysierend 

sehr schwach 

sehr schwach 

Triibung 

keine Verwertung von 
Inositol, Sorbit Oder 
Glycerin 



Is 

lis 

Ills 

IVs 

Vs 

Vis 

VII; 

Villi 



Dabei ist 

Gro3.e des Bakteriums 
GrbiSe der Spore- 
Beschreibung der 3chalenkultur . 
Beschreibung der Schriigrohrkultur 
/iVachstum auf Bouillon mit Agar-Agar 
Sturkehydrolyse - 
Gelat ineverf lusaigung 
Kaseinhydroiyse 
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c) Biologische iiiigenschaf tens 

I) Optimale Wachs tumsbedingungens 

pH-Y/ert 9,0-10,0 
Teinperatur 30-4-2^ C 

aerob 

II) vVachstumsbedingungens 

pH-V/ert 8,0-1 1 ,0 

aerob 

III) Grain-iarbun£ri-Test : Posit iv (in dem vorgenanntcn 
selektiven luedium) 

IV) Voges-Proskauer-Heakt ions Fositiv 

V) Nitratredukt ions Positiv 

VI) Katalasereakt ions Positiy 

VII) Gelatineverf lUssigungs Sehr schwach 

VIII) Starkehydrolyees Positiv 

IX) Citronensaures Agar-Agar-Liedium (alkalisch)s 
Sehr schlechtes Wachstum 

X) Unter anaeroben Bedingungens Kein VifachBtuin 

XI) Bouillon xnit 7 fo Kochsalzs Gutes Wachstum unter 
alkalischen Bedingungen (Triibung) aber kein Wache- 
turn im neutralen laedium 

XII) Bildung von Sporen auf Bouillon niit Agar-Agars 
Eb bilden sich kaum Sporen- 

XIII) Zereetzung von Kaaeins sehr schwach* 

d) Verwertung von Kohlenstoff quell ens 

Der Stamm wachst nicht im neutralen Lledium. 
Im alkalischen ivxcdium w&chst er, aber die Eraeugung von 
Saure ksnn nicht bestimmt v/urden, weil das lledium 1 /o 
Carbonat enthalt. Im alkalicchen i.-edium kann der Stenfm 
Inosito] , ooibit oder Glycerin nicht verwerten* 
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und hat eine positive Voges-Froskauer-Reaktiorio Dagegen 
kaxm der Bacillus pasteurii Starke riicht hydrolysieren 
und hat er eine negative Voges-Proskauer-Reakt iona Eiii 
charakteristischerer Unterschied b.estoht swischen den 
ein Waohstum ernioglichenden pK-.Verten,' Im allgeineinen 
wachsen Bakterien der Gattung Bacilluo bei pH-(Verten 
von etwa SjO-SyOo Der Bacillus polymyxa wachst hei pH- 
Wertfen von 498-7,2, der B£;cillus alveu bei pH-.Verten 
von 4,8-596 und der Bacillus pasteurii bei pH-V/erten 
bis zu 8,6 unter anaeroben Bedingungen. Dagegen wachsen 
die Stamme und bei pH-vVerten von etwa 8,0 bis 11,0, 
Man erkennt somit, dafi die Stamrue 1^ und von den vor- 
erwahnten, bekannten, ahrlichen Art en gut unterschieden 
werden konnen» 

Wie vorstehend beschrieben wurd, ist keine 

Art bekannt, die mit dem Stamm oder dem Stamm • 

4 

identisch ist. Angesichts von charakterlBtischen mikro- 
biologischen Eigenschaf t en kann man annehinen, daB es 
sich um neue Arten handelt. 

Die Stamme und wurden daher als Stamme 
bzw. der Gattung Bacillus bezeichnet. 

Jeder der Stamme und kann in einer Nahr- 
bouillon eine alkalische Cellulase erzeugen und in 
hoher Konzentration anreichern. Beim Zuchten diesex 
Stamme verwendet man als Kohlenst off quell en vorzugs- 
weise verschiedene Zuckersubstanzen, beispielsweise 
Traubenzucker, Saccharose, CMC, KLeie, Oellulosep'ulver 
UBw, und als Stickstof f quellen Pepton, Pleischextrakt , 
Maisquellwasser, entfetete Sojabohnen usw. Kan kann 
audi anorganlKche Substanzen verwenden, beispielaweise 
Annaonlumsalze , Phocphate und ilitrate. 
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IXs Zustand beim V/achstum aiif Bouillon mit 7 ?j 

Kochsalz 

X? bei der obersten Temperatur , bei der ein 'dfachs- 

turn beobachtet werden kann. 

Auf grund dieser Eigenschaf ten warden die 
Stamrae und nach den Klassif ikat ionsmethoden unter- 
3ucht, die in den vorgenannten Veroffentlichungen ange- 
geben aind. Dies aindg NcRo Smith Uoao , "Aerobic Spore- 
forming Bacteria".und "Bergey ' s Manual of Determinative 
Bacteriology (1957)", So 6l5*ff« Dabei wurde festge« 
stent, daB jeder Statnm in manchen Punkten bekannten 
Bakterien der Gattung Bacillus ahnlich ist, dafl sich 
aber jeder der St^mme N-j und in charakterietischen 
Eigenschaften von diesen bekannten Bakterien unterechei- 
det. Da unter den bekannten Bakterien kein Stamm gefun- 
den werden konnte, der dieselben tnikroblologischen Eigen- 
schaften besitzt wle der Stamm Oder N^, kann man 
diese Stanime ala neue Arten der Gattung Bacillus be- 
zeichneno 

Da jeder der Stamme N-^ und ein. aerobes 
sporenbildendes Bakterium darstellt, gehSren beide 
Sttimine zu der Gattung Bacillus o Fur die Stamme und 

ist es charakteriatisch, daB aie nur in einem alka- 
lischen, aber nicht in einem neutralen Medium wachseno 

Zur Bestimuiung der Stamme W-j und wurden be- 
kannte Stamme untersucht. Dabei hat es slch gezeigtp dafl 
der Stamm dem Bacillus polymyxa und dem Bacillus 
alvei Lihnelt und daii der Stamm dem Bacillus pasteurii 
ahnelto Jedoch wLichst der Stamm in einem 7 >6 Kochsals 
enthaltenden Medium, wahrend der Bacillus polymysa und 
der Bacillus alvei in einem 5 1o Kochsalz enthaltenden 
Medium nicht wachsen. Der Stamm N. hydrolysiert Starke 
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Die ^IctivitiH; der erf indungsgemai3 erzeugten 
alkalischen Cellulasenormalsubstaiiz wird v/ie folgt 
bestimmtg 

Verfahren zut Aktivitatsbestiimnung und Ak-tivlttitselnheit 

0,5 ml einer Enzymf lUssigkeit werden zu. 1 ml 
GLiC (2,0 fo) und 1 ml einer Glycin- NaCI-MaOH- Puffer- 
losung (pH-Wext 9^0) zugesetzt- Die Reaktion wird 20 
tlinuten lang bei 40° C durchgef uhrt <> 

Bach der DurchfUhrung der Reaktion wird mit 
Hilfe der 3 , 5-Dini.trosalicylsaure ( DNS) der reduzierte 
Zucker bestimmto Dazu wird 1 ml des DKS-fieagens zu 
0,25 ml der Reaktionsf lUssigkeit zugesetzt und das Ge- 
misch zur Parbung 5 Minuten lang auf 100^ 0 erhitzt.o 
Iiach dem Abkiihlen wird die i'lussigkeit mit 4 ml destil- 
liertem V/asser verdiinnto Danach wird das Absorpt ions- 
verLiogen bei 500 nm bestimmto 

Die Aktivitatseinheit des Enzyms wird wie 
folgt bestimmts //enn unter den vorgenanrten Bedingungen 
reduzierter Zucker in einer 1 mg Traubenzucker entspre- 
chenden ilenge gebildet wird, betragt die -^ktivitat 
100 Einheiteno 

Die alkalische Celiulase gemSB der Srfindung 
hat eine relative Aktivitat von 200-1000 Einheiten pro ' 
g, und es kann nachgewiesen werden, daB sie ein neues 
Ensym mit neuartigen physikalischen und chemischen 
Eigenschaf ten iatj die nachstehend angegeben sindo.. 
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Eessere Ergebniese erziel^ maft bei Mit^fer- 
wendung von winzigen Uengen von anorganischeri ^Letall- 
salzen, Vitaminenp wachstumsf ordernden Faktor^np wie 
Hefeextrakt uswo Urn den pH-ffert einer IJahrbouilXon etwa 
bei 10- zu haltctij setzt aian 2iweckma6ig Op5-1^5 ;^ wasser- 
freies Hatriuaicarbonat zuo : / 

Vorzug:s7;eise erfolgt die ZUchturig hei eirier 
Temperatur von etvm 20-40*^ C unter Schutteln Oder Eewtei- 
gung durch durchper] ends Luft« Die Erzeugung der {;e- 
wUnachten alknlischen Cellulaee erreicht wlUirend etwa 
2-6 Tagen ihr ::.iaxiniumo Man kann eine Rohenzyaif lUstig- 
keit £;ewinnen, indem man die. Kahrbouillon zentrl fu^iert , 
mit Ellfe eines Filterhilf setoff s filtiiert Oder Pilz- 
kbrper und ein SaiZp wie Calciumacetat ^ einer ^Iicch- 
fallung unterwirft* 

lian kanr. dieee Eohenzymf luesigkeit als eblche 
vervvenden oder ein gereinigtee Enzym gewinnenp indem 
die hohenzvmflussigkeit einem bekannten iGolierverfahren 
unterworfen wird, z.B^ einem ^ussalzen nit t^whonium- 
Eulf at , einen /.usflllen in einem Loaungsmittel oder 
einer Dialyse, v;obei feistes Rohenzym gevyoniien Viird^ das 
danach gereinigt und kristallisiert wirdo 

Die beiden aus der Kahrbouillon dee Stafioikes 
und des Stamnes gewonnenen alkalischen Cellulase-^ 
Kormalsubstanzen haben gemaS i'igo 5 eine optimal^; Akti- 
vitat iia pU-Bereioh von etwe 8-IO0 IJiese iiJcti^ltii^ i^st 
fur dieee alkalische CelludaBe charakterietisc&p creil 
bekannte von Hikroorganismen (Asp* niger^ Trichcder^a ep^^ 
Penicillium sp. und :f soudOHionas e; .) stasuiiendtfc l^i&ro- 
organismen eine optiaala Aktivitut im plir-J-erei^h . 
etv/a 4-7 habon, wie aus der Ifigo 4 hervorgeli^^ 
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pH-Wert 9|0 die Inaktivierungsbedingungen besticamt. Die 
Ergebnisse diecee Versuchs gehen aus der Pip. 7 hervor* 
Die Inakt ivierung begann bei folgeiider Temperatur* 

LCikroorganlsmua ■ 

'otai:im 11^ Stamm 

Temperaturbestbndig bis 50° C 60^ C 

(5) Hemmung^ Aktivierung und Stabilislerung 

Fur die von dem Stamm II und, dem Stamm 11^ 
erzeugten, alkalischen Cellulasen wurden die hempenden 
Oder aktivierenden Einfliisse von Ketallionen und er- 
hchten Temperaturen bestimmt. Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche sind nachstehend angegeben. Jedee Metalllon wurde 
in einer Konzentration vom 10"^ Li verwendet* 

Fig. 8 zeigt in einem Kurvenbild die Tempera-* 
turbestandigkeit , auegedriickt durch die bei einem pH^ 
Wert von 9fO gemessene Bestaktivitat » die naeh einer 
10 L^inuten dauerndeh Inaktivierung bei der angegebenen 
Temperatur vorhar.den war. Dabei ist in dem Kurrenbild 
der Bereich angegelDen, in dem die RestaktiTitfit hbher 
ist als 50 7^, wenn als 100 ?6 die Maximalaktivit&t der 
jeweiligeti alkalischen Cellulase bezeichnet wird* 

Wie aus der nachstebenden Tabelle herrorgeht i 
wurde beim '^uaatz von ^thylendiamintetraacetai (SSIA) 
Oder von p-Chloromercuribenzoesaure (PCUB) zu deh alka'^ 
lischen Cellulasen keinerlei Hemmung f estgestellt. 
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Wie auB der vorsteh^nden Tabelle hervorgeht^ 
ha^ben die- von dem Stamni IJ^ und dem Stamm erzeugten, 
alkalischen Cellulasen eiiae Afctivitat in dem pH-Bereich 
von etwa 7-10 bzw* etwa 5-10o 

(3) pH-Bestandigkeit 

Die aus Nahrbouillons des Stammes und des 
Stammes li^ gewonnenen, alkalischen Cellulasen wurden • 
durcli 10 Minuten langes Erhitzen auf -60^ inaktivierto 
Danach wurde die .Restakttyitat "bestimati. Aus der nach- 
st^hettden. Tabeile und" der i^ig« 6 geht hervor, in wel- 
chen pH-Bereichen diese Cellulasen bestandig sind» 

Mikr o o r gani s mus 

Stamm N- Stamm IT. 



pH-Bereich 6^5-11^0 59 5-11,0 

Aus -der Figo 6 geht hervor, in welcben pH- 
Bereichen die Restaktivitat hoher ist als 50 wenn 
man mit 10Q, fo die Maximal aktivi tat der jeweiligen alka- 
lischen Cellulase bezeichnety die aus einer Nahrbouil- - 
Ion des Stammes oder gewonnen wurde » 

Aus der vorstehenden Tabelle geht hervor , daB 
sich die voh dem Stamm N| und dem Stamm stammenden, 
alkalischen Cellulasen dadurch kennzeichnen, dafl sie in 
einem groflen pH-Bereich beatandig sind^- 

(4) Inaktivierungsbedingungen (Teaiperaturbestandigkeit ) 

FUr alkallsche Cellulasen, die aus Nahrbouil- 
lons des Stammes und des Stammes gewonr-en worden 
waren, wurden durch Veranderutjg der Temperatur bei dem 
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Physlkalische and chemische i^igenschaf ten dea Enayms 
(1) Punktion und Substrateigenschaf tens 

Die durqh Ziichtung des Stammes und dea 
Stammes erzeugten, alkalischen Cellulasen haben eln© 
Bpezifiache zersetzende ^irkung auf folgende Cellu- 
losen. 



Zur Erzeugung der alkalischen 
Cellulase verwendeter ilikroorganisinus 

Stamm Stamm li . 

1 4 



Zersetzte CMC CMC 

Substanzen Cellulose Cellulose 

(2) Optimaler pH-Bereichs 

Mtt Hilfe der Mcllvaineschen Pufferlosung 
und der &lycin-Puf f erlbsung wurden pH-VSferte in den Be- 
reichen von 3-8 bzwo 8-11 eingestellto 

Die optimalen pH-Werte. jeder aua Nahrbduillona 
des Stammes IJ^ und des Stammes IT^ erzeugten^ alkaliGchen 
Cellulase 7;urden fur das Eohenzym (Pigo 3) und n^ch 
einer 10 iiinuten dauernden Erhttzung auf 70° C (Pig. 5) 
bestimmto 



Cptimaler pH- i^ert 



j^iikroorganismus 



Stamm ' Stamm H 



Hohensya 6-9 6 

Kach 10 ninobei70°C - 10^>0 
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Y/irksamlceit im Gel5rauc]a& 



Das Enzym b^Wo die alkali'sclie Gellulase ge— . 
maB der Erfindung ist ein cellulosezersetzendes Enzyniy 
das eine optimale Aktivitat in.einem pH-Bereich auf 
der alkalischen Seite besitzt uhd bei Yerwendung zur 
Abwasserreinigung eine enzymatisclie Wirksamkei*t zeigt- 

Die enaymatiBche vlfirksaixikeit dee Enzyms bzw» 
der alkali sell en- Gellulase gemali der Erf indung wird 
nachstebend anhand von Versuchsergebnissen exlauteart» 

1) Verwendungs 

Bei Yervyendung zur AbwaBsexreinigung kann 
das Enzym gemcifl der Erfindung in Pulverf orm direkt dem 
Abwasser zugesetzt werden, Dabei. ist keine Begrenzung, 
ZcBo hinsichtliab des pH-Wertes des Abwassers, zu 
beachteno 

.2) Enzymatische ^'irksamkeit in Detergentiens 

Das erfindungsgemaBe Enzym wurde Im Abwasser 
wahrend einer bestimmten Zeit auf 40° C gebalten und 
die Zersetzung der Cellulose gemesseno 

V er su ohs v erf abr en% 

1 g mit Alkali behandelter Cellulose J(ATlcel 
SP) und 100 ml des Enzyms mit 3000 Einhei-ben pro 100 ml 
wurden wahrend eines Zeitraums von 24 Stunden bei 37^ 0 
unter Rubren umgesetzto 

AuBerdem wurde der pH-Wert des verwerideten 
Enzyms wehrend der Reaktionszeit mit Hilfe einer Glycin- 
l^aCl-lluOIi-Puff erlo&ung auf 10 ^,0 eingestellto 
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Vcu der Nahrbouillon des Stammes v/erden 

4 . 

die Bakterienzellen at zentrif ugiert p Danach wird die 
Bouillon auf DEAE-Sephadex (erzeugt von der Pirma 
ghamacia in Schweden) adsorbiert, das mit einer Puffer- 
Ibsung von 0,1 M HagCO^, die mit Essigsaure auf den 
pH-7/ert 9^0 eingestellt worden war^ dem pH-?/ert der 
Lbsung genligend angeglichen worden war* Hach genllgen- 
dem .Vaschen der vorstehenden Pufferljbaung vvurde mit 
dieser der 0,5 K HaCl zugesetzt worden war ,* eluiert - 
Das Eluat wurde einer Gelf iltration mit Sephadex Gr-100 
(erzeugt von der Pirma Pharmacia, Schweden) unterwor- 
fen, dessen pH-./ert mit Hilfe einer Puf f erlosung . 
(pH-7ert 3) voz-: 0,1 tris-fiCl genligend angeglichen 
worden^ war o * , - . _ 

Man erheilt auf dieoe Weise eine End-iToriaal- 

aubstanzo 

(8) ji'lenientaranalyse g 

Aufgrund der mit ^ephadex G-100 durchgefUhr- 
ten Gelf iltration wird angesjommen, dafl die von dem 
Stamm und dem Stamm erzeugt enp alkalisehen Cellu- 
lasen ein Llolekulargewicht von etwa 3o10^ habeno Bel 
Enzymen mit hohen Molekulargewichten kanii man durch 
Elementaranaly se und Berechnung der Analycenwerte ftir 
Kohl enst off p Stickstof f , .Vaeserstof f ' und Sauerbtoff 
keine charakteristischen Eigenschaf ten bestimmeno Aua 
diesem Grunde v/urden diese alkalisehen Cellulasen 
keiner Elementaranalyse unterworfeno 

Zusammenf aesend ergibt der Vergleich der 
physikalisch-chemiachen Sigonschaf ten dee Enzyme ba^o 
der alkalisehen Cellulaa® geaafl dsr Erfindung mit 
denen der bekannten Cellulasen deutlichp dafl es aich um 
eine neuep von alien bekannten Cellulason verschl<ad©nQ 
alkalische Gellulase handolto 
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Mikroorganlamus 

Stamm N-j .Stamin IT 



Hennaende Metallionen 

Aktivierende 
Metallionen 

Temperaturloestandig" 
bis 

Hemmung durcJa EDTA 
Hemmung durch PCMB 

( 6 ) lilolekulargewlcht % 

Aufgrund der Bestimmung durch das' Gelfiltra- 

tionsverfahren unter Verwendung von "Sephadex G—lOO" 

nimint man an, daJ3 die von dem Stamm N- und dam Stamm 'N. 

I 4 

erzeugten, alkalisclien Cellulasen folgende Morekularge- 
wichte habens 

Verwendeter Stamm 
^1 ^4 



Molekulargewicht etwa 3.10^ etwa 3.10^ und 

etwa 1 ,5.10^ 

(7) Verfahren zur Reinigung des Enzymsg 

Nachstehend wird die Reinigung beiapielsweise 
des von dem Stamm N. erzeugten Enzyms erlautert. 



Cd+-+, Hg^, 
Pbt% CU++ 

Ka"^, K"*", Ca"^"**, 

Mn"^"*", Fe"^"^. 

70° C 
nicht beobachtet 
nicht beobachtet 



Pb+-^ 

Ca^-^, Mn++ 
70° C 

nicht beobachtet 
nicht beobachtet 
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Patentanapruches 



0 Alkralische Cellulase, dadurch geJcenn- 
seichnet, daB sie ein Enzyiu iat, das bei einer Tempe- 
ratur von 40° eine optiaale Aktivitat bei einem pK- ' 
V/ert von 5-10 hat. . ■ 

2. Verfahren zum Erzeugen der neuen alkali-?* 
cchen Cellulase mit den physiValiabh-chenischen iiigen- 
schaften nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
ein Nahrmedium, das aus einem Carbonat, einer Ilohlen- 
stoff quelle, einer otickstcffquelle und einem anorga- 
nischen Material mit einem Mikroorganiamua von dem 
3t£:.mm Bacillus 11^ (ATGC ^1832) und Bacillus K (ATCC 
21835) geimpft und der ilikrcorganismus in dem S?ahr- 
medium bei Temperaturen von etwa 20-40° Cgezuchtet 
wird, bis in dem Nahrmedium eine betrilchtliche enzyme- 
tische Wirksamkeit vorhanden ist und die genannte alka- 
lische Cellulase in dem Nalimedium erzeugt wird, worauf 
die genannte alkalische Cellulase aua dem IlMhrmedium 
eewonnen v;ird. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekerni- 
zeichr.et, daB die Zuchtung in einer aeroben Submers- 
kultur unter Riihren erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2„ dadurch gekenn- 
zelchnet, dafi die ZUchtung wahxend eines Zeitraums von 
etwa 24-75 Stunden erfolgto 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
seichnet, daS das Nahrmedium einen pH-Wert von S-1 1 

hat . 
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3eispiel 2 



Ein Nahrxedium mit derselToen Zusami:iensetzung 
v;le das im Beispiel 1 verwendete wurde mit. dem Stamm 
Bacillus (ATCC 21853) geimpft und 72 Stunden lang 
iri einer Schuttelkultur bei 57*^ C gezuchtet. In der 
im Beispiel 1 angegebenen vVeise wurde das athanolge- 
trocknete Tulver erzeugt. Es wurde eine alkalische 
Oellulase-ITormalsubstanz mit einer relafciven Aktivitat 
von 1000 i^inheiten pro g in einer Menge von 10 g pro 1 
der ivtlhrbouillon erhalten. 
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I'ach durchgefuhrter Eeaktion wurde unlosliche 
Cellulose abgetrennt und das Trcckengewicht der Xinloa- 
lichen Stof f e. bectimmt » 

Ergebnlsse s 

Aktivjtat des erf indungsgemafien itnzyms s 

Mikro- Trockengewicht des . Zersetzter 

organismus unloslichen Substrate Anteil 

(g) >S 

28 

Nachstehend wird der Erf indungsgegenetend * 
arihand von Beispielen erlautert* 

Beispifcl 1 



Ein ITahrmedium (pH-Wert etwa 10) mit 1^0 p 
Pepton, 1pO % i'leischextrakt , 1,0 io OUC , Op5 % Natrium- 
chlorid, 0,1 KHgPO^ . und 0 , 1 ?S (getrennt etabilisier- 
tes) wasserfreies Natriumcarbonat enthielt, wurde mit 
deni^tamm Bacillus (ATCC 21852) geimpft und 72 Stun- 
den lang in einer Schuttelkultur bei 37^ C gezUchtet-' 
Durch Abzentrifugieren der Zellen erhielt man eine Roh- 
enzy'mflussigkeit o Liese wurde danri uiit Athanol getrock- 
net und mit Kilfe eines liblichen Verfahrens pulveri- 
sierto Eine alkalische Cellulase-Hormalsubstanz. mit 
einer relativen Aktivitat von 350 Einheiten pro g 
wurde in einer Llenge von 16 g pro 1 der Kahrbouillon 
erhalteno 



Bacillus IJ 
Bacillus N, 



1 



0,83 
0,72 
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Aspergillus ^Iger 
Trlchoderma Spo 
Penicillium Spo 
Pseudomonas Spo 



2 3 4 5 6 7 8 ( pH ) 

FIGo 4 . 
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Staxnm Bacillus N 
FIG. 1 




Stamm Bacillus N 
PIGl 2 
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